Machine Translated by Google 


Caractéristiques inhabituelles du génome du SRAS-CoV-2 suggérant des informations sophistiquées 


Modification en laboratoire plutôt qu'évolution naturelle et délimitation de sa voie de synthèse probable 


Li-Meng Yan (MD, PhD)1 , Shu Kang (PhD)1 , Jie Guan (PhD)1 , Shanchang Hu (PhD)1 


1 Rule of Law Society & Rule of Law Foundation, New York, NY, Etats-Unis. 


Correspondance : team.Imyan@gmail.com 


Résumé 


La pandémie de COVID-19 causée par le nouveau coronavirus SARS-CoV-2 a entraîné plus de 910 000 décès dans 
le monde et une décimation sans précédent de l'économie mondiale. Malgré son énorme impact, l'origine du SRAS- 
CoV-2 est restée mystérieuse et controversée. La théorie de l'origine naturelle, bien que largement acceptée, 
manque de soutien substantiel. La théorie alternative selon laquelle le virus pourrait provenir d'un laboratoire de 
recherche est cependant strictement censurée dans les revues scientifiques à comité de lecture. Néanmoins, le 
SRAS-CoV-2 présente des caractéristiques biologiques incompatibles avec un virus zoonotique naturel. Dans ce 
rapport, nous décrivons les preuves génomiques, structurelles, médicales et de la littérature qui, lorsqu'elles sont 
considérées ensemble, contredisent fortement la théorie de l'origine naturelle. Les preuves montrent que le SRAS- 
CoV 2 devrait être un produit de laboratoire créé en utilisant les coronavirus de chauve-souris ZC45 et/ou ZXC21 
comme modèle et/ou colonne vertébrale. Sur la base des preuves, nous postulons en outre une voie synthétique 
pour le SRAS-CoV-2, démontrant que la création en laboratoire de ce coronavirus est pratique et peut être réalisée 
en environ six mois. Notre travail souligne la nécessité d'une enquête indépendante sur les laboratoires de recherche 
concernés. Il plaide également pour un regard critique sur certaines données récemment publiées, qui, bien que 
problématiques, ont été utilisées pour soutenir et revendiquer une origine naturelle du SARS-CoV-2. Du point de vue 
de la santé publique, ces actions sont nécessaires car la connaissance de l'origine du SRAS-CoV-2 et de la façon 
dont le virus est entré dans la population humaine est d'une importance cruciale dans le contrôle fondamental de la 
pandémie de COVID-19 ainsi que dans la prévention de situations similaires. , futures pandémies. 


Machine Translated by Google 


Introduction 


Le COVID-19 a provoqué une pandémie mondiale dont l'ampleur et la gravité sont sans précédent. 
Malgré les efforts considérables déployés par la communauté mondiale, la gestion et le contréle de cette pandémie 
restent difficiles et difficiles. 


En tant que coronavirus, le SARS-CoV-2 diffère considérablement des autres virus respiratoires et/ou zoonotiques : il 
attaque plusieurs organes ; il est capable de subir une longue période d'infection asymptomatique ; il est hautement 
transmissible et significativement mortel dans les populations à haut risque ; il est bien adapté à l'homme depuis le tout 
début de son émergence ; il est très efficace pour se lier au récepteur ACE2 humain (hACE2), dont l'affinité est 
supérieure a celle associée à l'ACE2 de tout autre hôte potentiel2,3 . 


L'origine du SRAS-CoV-2 fait encore l'objet de nombreux débats. Une publication de Nature Medicine largement citée 
a affirmé que le SRAS-CoV-2 provenait très probablement de la nature4 . Cependant, l'article et sa conclusion centrale 
sont maintenant contestés par des scientifiques du monde entier5-15. De plus, les auteurs de cet article de Nature 
Medicine montrent des signes de conflit d'intérêts16,17, ce qui soulève de nouvelles inquiétudes quant à la crédibilité de 
cette publication. 


Les publications scientifiques existantes soutenant une théorie de l'origine naturelle s'appuient fortement sur un seul 
élément de preuve - un coronavirus de chauve-souris découvert précédemment nommé RaTG13, qui partage une identité 
de séquence de nucléotides à 96% avec le SARS-CoV-218. Cependant, l'existence de RaTG13 dans la nature et la 
véracité de sa séquence rapportée sont largement remises en question6-9,19-21. Il est à noter que les revues scientifiques 
ont clairement censuré toute opinion dissidente suggérant une origine non naturelle du SRAS-CoV-28,22. En raison de 
cette censure, les articles remettant en question soit l'origine naturelle du SRAS-CoV-2, soit l'existence réelle du RaTG13, 
bien que de haute qualité scientifique, ne peuvent exister que sous forme de prépublications5-9,19-21 ou d'autres articles 
non évalués par des pairs publiés sur diverses plateformes en ligne10-13,23. Néanmoins, les analyses de ces rapports 
ont souligné à plusieurs reprises de graves problèmes et une fraude probable associée au signalement du 
RaTG136,8,9,19-21. Par conséquent, la théorie selon laquelle des données scientifiques fabriquées ont été publiées 
pour induire en erreur les efforts mondiaux pour retracer L'origine du SARS-CoV-2 est devenue substantiellement 
convaincante et est liée à la notion que le SARS-CoV-2 est d'origine non naturelle. 


Conformément à cette notion, les preuves génomiques, structurelles et de la littérature suggèrent également une 
origine non naturelle du SRAS-CoV-2. De plus, une littérature abondante indique que la recherche sur le gain de fonction 
a depuis longtemps atteint le stade où les génomes viraux peuvent être conçus et manipulés avec précision pour 
permettre la création de nouveaux coronavirus possédant des propriétés uniques. Dans ce rapport, nous présentons ces 
preuves et les analyses associées. La partie 1 du rapport décrit les caractéristiques génomiques et structurelles du SRAS- 
CoV 2, dont la présence pourrait être cohérente avec la théorie selon laquelle le virus est un produit de modification en 
laboratoire au-delà de ce qui pourrait être offert par un simple passage viral en série. La partie 2 du rapport décrit une 
voie hautement probable pour la création en laboratoire du SRAS-CoV-2, dont les étapes clés sont étayées par des 
preuves présentes dans le génome viral. Il est important de noter que la partie 2 doit être considérée comme une 
démonstration de la manière dont le SRAS-CoV-2 pourrait être créé de manière pratique dans un laboratoire en peu de 
temps en utilisant des matériaux disponibles et des techniques bien documentées. Ce rapport est produit par une équipe 
de scientifiques expérimentés utilisant notre expertise combinée en virologie, biologie moléculaire, biologie structurale, 
biologie computationnelle, développement de vaccins et médecine. 
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1. Le SRAS-CoV-2 a-t-il été soumis à une manipulation in vitro ? 


Nous présentons trois sources de données pour étayer notre affirmation selon laquelle la manipulation en laboratoire fait partie du 
historique du SRAS-CoV-2 : 


je. La séquence génomique du SRAS-CoV-2 est étrangement similaire a celle d'un coronavirus de chauve-souris découvert par 
des laboratoires militaires de la troisième université médicale militaire (Chongqing, Chine) et de l'Institut de recherche en 


médecine du commandement de Nanjing (Nanjing, Chine). 


ii. Le motif de liaison au récepteur (RBM) au sein de la protéine Spike du SRAS-CoV-2, qui détermine la spécificité d'hôte du virus, 
ressemble de manière suspecte a celui du SRAS-CoV de l'épidémie de 2003. Les preuves génomiques suggèrent que le 


RBM a été génétiquement manipulé. 


iii. Le SRAS-CoV-2 contient un site unique de clivage de la furine dans sa protéine Spike, qui est connue pour améliorer 
considérablement l'infectivité virale et le tropisme cellulaire. Pourtant, ce site de clivage est complètement absent dans cette 
classe particulière de coronavirus que l'on trouve dans la nature. De plus, de rares codons associés à cette séquence 
supplémentaire suggèrent la forte possibilité que ce site de clivage de la furine ne soit pas le produit d'une évolution naturelle 
et ait pu être inséré artificiellement dans le génome du SRAS-CoV-2 par des techniques autres que le simple passage en 
série ou le multi -événements de recombinaison de souches à l'intérieur de cultures de tissus ou d'animaux co-infectés. 


1.1 L'analyse de la séquence génomique révèle que le ZC45, ou un coronavirus de chauve-souris étroitement apparenté, devrait être 
l'épine dorsale utilisée pour la création du SARS-CoV-2 


La structure du génome du SRAS-CoV-2 d'une longueur d'environ 30 000 nucléotides est illustrée à la figure 1. La recherche 
dans la base de données de séquences NCBI révèle que, parmi tous les coronavirus connus, il y avait deux coronavirus de chauve- 
souris apparentés, ZC45 et ZXC21, qui partagent la séquence la plus élevée identité avec le SARS-CoV-2 (chaque coronavirus de 
chauve-souris est à ~89 % identique au SARS-CoV-2 au niveau des nucléotides). La similarité entre le génome du SRAS-CoV-2 et 
ceux des coronavirus 6 représentatifs est illustrée à la figure 1. Le ZXC21, qui est identique a 97 % et partage un profil très similaire 
avec le ZC45, n'est pas représenté. Notez que le virus RaTG13 est exclu de cette analyse étant donné les preuves solides suggérant 
que sa séquence peut avoir été fabriquée et que le virus n'existe pas dans la nature2,6-9 . (Un rapport de suivi, qui résume les 


preuves a jour prouvant la nature fallacieuse du RaTG13, sera soumis prochainement) 
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Figure 1. L'analyse de la séquence génomique révèle que le coronavirus de chauve-souris ZC45 est la correspondance la plus proche du SRAS-CoV-2. 
En haut : organisation génomique du SARS-CoV-2 (2019-nCoV WIV04). En bas : graphique de similarité basé sur le génome complet du 2019-nCoV 
WIV04. Des génomes complets de SARS-CoV BJ01, bat SARSr-CoV WIV1, bat SARSr-CoV HKU3-1, chauve-souris coronavirus ZC45 ont été utilisés 


comme séquences de référence. 


Lorsque le SRAS-CoV-2 et le ZC45/ZXC21 sont comparés au niveau des acides aminés, une identité de séquence 
élevée est observée pour la plupart des protéines. La protéine Nucleocapsid est identique à 94 %. La protéine 
membranaire est identique à 98,6 %. La portion S2 (2e moitié) de la protéine Spike est identique à 95 %_ Fait important, 
la protéine Orf8 est identique à 94,2 % et la protéine E est identique à 100 %. 


Orf8 est une protéine accessoire, dont la fonction est largement inconnue dans la plupart des coronavirus, bien que 
des données récentes suggèrent que l'Orf8 du SRAS-CoV-2 négocie l'évasion de l'immunité adaptative de l'hôte en 
régulant a la baisse le MHC-I 24. Normalement, l'Orf8 est mal conservé dans coronavirus25. L'explosion de séquence 
indique que, alors Gus les protéines Orf8 de ZC45/ZXC21 us une identité de 94,2 % avec SARS-CoV-2 Orf8, 
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Figure 2. L'alignement des séquences des protéines E de différents coronavirus B démontre la permissivité et la tendance de la protéine E aux mutations 
d'acides aminés. A. Des mutations ont été observées dans différentes souches de SRAS-CoV. Numéros d'accès GenBank : SARS_GD01 : AY278489.2, 
SARS_ExoN1 : ACB69908.1, SARS_TW_GD1 : AY451881.1, SARS_Sino1_11 : AY485277.1. B. L'alignement des protéines E des coronavirus de 
chauve-souris apparentés indique sa tolérance aux mutations à plusieurs positions. Numéros d'accès GenBank : Bat_AP040581.1 : APO40581.1, 
RsSHC014 : KC881005.1, SC2018 : MK211374.1, Bat_NP_828854.1 : NP_828854.1, BtRs-BetaCoV/HuB2013 : A1A62312.1, BM48-31/BGR/8 : 
YP_003858586.1. C. Alors que les premières copies du SRAS-CoV-2 partagent 100 % d'identité sur la protéine E avec ZC45 et ZXC21, les données de 
séquençage du SRAS-CoV 2 d'avril 2020 indiquent qu'une mutation s'est produite à plusieurs positions. Numéros d'accès des virus : Feb_11 : 
MN997409, ZC45 : MG772933.1, ZXC21 : MG772934, Apr_13 : MT326139, Apr_15_A : MT263389, Apr_15_B : MT293206, Apr_17 : MT350246. Les 


alignements ont été effectués a l'aide du serveur Web MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). 
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La protéine E du coronavirus est une protéine structurale qui est intégrée et tapisse l'intérieur de l'enveloppe 
membranaire du virion26. La protéine E est tolérante aux mutations, comme en témoignent le SRAS (figure 2A) et les 
coronavirus de chauve-souris apparentés (figure 2B). Cette tolérance aux mutations d'acides aminés de la protéine E est 
davantage mise en évidence dans la pandémie actuelle de SRAS-CoV-2. Aprés seulement deux mois de propagation du 
virus depuis son apparition chez l'homme, les protéines E du SRAS-CoV-2 ont déjà subi des changements mutationnels. 
Les données de séquence obtenues au cours du mois d'avril révèlent que des mutations se sont produites à quatre 
endroits différents dans différentes souches (figure 2C). Conformément à cette découverte, l'analyse par explosion de 
séquences indique qu'à l'exception du SRAS-CoV-2, aucun coronavirus connu ne partage 100 % d'identité de séquence 
d'acides aminés sur la protéine E avec ZC45/ZXC21 (coronavirus suspects publiés après le début de la pandémie 
actuelle sont exclus18,27-31). Bien qu'une identité de 100 % sur la protéine E ait été observée entre le SRAS-CoV et 
certains coronavirus de chauve-souris liés au SRAS, aucune de ces paires ne partage simultanément plus de 83 % 
d'identité sur la protéine Orf832. Par conséquent, l'identité de 94,2 % sur la protéine Orf8, l'identité de 100 % sur la 
protéine E et la ressemblance globale au niveau génomique/acide aminé entre le SRAS-CoV-2 et le ZC45/ZXC21 sont 
très inhabituelles. De telles preuves, lorsqu'elles sont considérées ensemble, sont cohérentes avec une hypothèse selon 
laquelle le génome du SRAS-CoV-2 a une origine basée sur l'utilisation de ZC45/ZXC21 comme squelette et/ou modèle 
pour les modifications génétiques de gain de fonction. 


Il est important de noter que ZC45 et ZXC21 sont des coronavirus de chauve-souris qui ont été découverts (entre 
juillet 2015 et février 2017), isolés et caractérisés par des laboratoires de recherche militaire de la troisième université 


médicale militaire (Chonggi Chine) et de l'Institut de recherche en médecine du commandement de Nanijin 


Chine). Les données et les travaux associés ont été publiés en 201833,34. De toute évidence, cette épine dorsale/ 
modèle, qui est essentiel pour la création du SRAS-CoV-2, existe dans ces laboratoires de recherche et d'autres apparentés. 


Ce qui renforce encore notre affirmation est le virus RaTG13 publié18, dont la séquence génomique serait identique 
à 96 % à celle du SRAS-CoV-2. Tout en suggérant une origine naturelle du SRAS CoV-2, le virus RaTG13 a également 
détourné l'attention du domaine scientifique et du grand public du ZC45/ZXC214,18. En fait, un laboratoire chinois BSL-3 
(le centre clinique de santé publique de Shanghai), qui a publié un article dans Nature faisant état d'une relation 
phylogénétique étroite conflictuelle entre le SRAS CoV-2 et le ZC45/ZXC21 plutôt qu'avec le RaTG1335, a été rapidement 
fermé pour "rectification". "36. On pense que les chercheurs de ce laboratoire étaient punis pour avoir révélé la connexion 
SARS-CoV 2-ZC45/ZXC21. D'autre part, des preuves substantielles se sont accumulées, soulignant de graves problèmes 
associés à la séquence rapportée de RaTG13 et remettant en question l'existence réelle de ce virus de chauve-souris 
dans la nature6,7,19-21. Une publication très récente a également indiqué que le domaine de liaison au récepteur (RBD) 
de la protéine Spike du RaTG13 ne pouvait pas lier l'ACE2 de deux types différents de chauves-souris en fer à cheval 
(elles sont étroitement liées à la chauve-souris en fer à cheval R. affinis, l'hôte naturel présumé de RaTG13) 

2 impliquant l'incapacité de 

RaTG13 pour infecter les chauves-souris en fer à cheval. Cette découverte confirme davantage la suspicion que la 
séquence rapportée de RaTG13 aurait pu être fabriquée car la protéine Spike codée par cette séquence ne semble pas 
porter la fonction revendiquée. Le fait qu'un virus ait été fabriqué pour détourner l'attention du ZC45/ZXC21 témoigne du 
rôle réel du ZC45/ZXC21 dans la création du SARS-CoV-2. 


1.2 Le motif de liaison au récepteur du SARS-CoV-2 Spike ne peut pas naître de la nature et aurait dû être créé par 
génie génétique 


Les protéines Spike décorent l'extérieur des particules de coronavirus. Ils jouent un rôle important dans l'infection car 
ils interviennent dans l'interaction avec les récepteurs des cellules hôtes et aident ainsi à déterminer la gamme d'hôtes 
et le tropisme tissulaire du virus. La protéine Spike est divisée en deux moitiés (Figure 3). La moitié avant ou terminale 
N est nommée S1, qui est entièrement responsable de la liaison au récepteur hôte. Dans les deux SRAS-CoV 
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et les infections par le SRAS-CoV-2, le récepteur de la cellule hôte est hACE2. Dans S1, un segment d'environ 70 

acides aminés établit des contacts directs avec hACE2 et est nommé en conséquence le motif de liaison au récepteur (RBM) 
(Figure 3C). Dans le SARS-CoV et le SARS-CoV-2, le RBM détermine entièrement l'interaction avec hACE2. 

La moitié C-terminale de la protéine Spike est nommée S2. La fonction principale de S2 comprend le maintien de la 
formation de trimères et, lors de clivages successifs de la protéase à la jonction S1/S2 et une position S2' en aval, la 
médiation de la fusion membranaire pour permettre l'entrée cellulaire du virus. 


Figure 3. Structure de la protéine SARS Spike et comment elle se lie au récepteur hACE2. Les images ont été générées sur la 

base de l'ID PDB : 6acj37. A) Trois protéines de pointe, chacune constituée d'une moitié S1 et d'une moitié S2, forment un 

trimère. B) Les moitiés S2 (nuances de bleu) sont responsables de la formation du trimère, tandis que la partie S1 (nuances de 

rouge) est responsable de la liaison hACE2 (gris foncé). C) Détails de la liaison entre S1 et hACE2. Le RBM de S1, qui est 

important et suffisant pour la liaison, est coloré en orange. Les résidus dans le RBM qui sont importants pour l'interaction 

hACE2 ou le repliement des protéines sont présentés sous forme de bâtons (les numéros de résidus suivent la séquence SARS Spike). 
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LGDISGINASVVNIQKE VAKNLHESL IDL QELGKYE QY IKMPHY IML GF IAGL IALVAVTIMLCCHTSCC 
Bat _CoV_2C45 LGDISGINASVVNTQKE TORLNEVARNLNESL TDL QEL GKYE QYIKMPHYVHL GF TAGL TALVAY TILL CCHTSCOSCLKGCCSCGSCCKF DEDDSEPYLKGVKLHYT 
Bat_CoV_2XC21 LGDISGINASVVNIQKE TDRLME VARMLNESL TDL QEL GKYEHY IKMPHY VL GF TAGL TRIVAY TILE COMTSCCSCL KGCCSCGFCCKF DEDDSEPVL KGVKLHYT 
TORLNE VAKNLNESL IDL QELGKYE! TALVAVTILLCCNTSCCSCLKGACSCGSCCKF DEDDSEPYLKGVELHYT 
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Figure 4. Alignement de séquence des protéines de pointe des coronavirus pertinents. Les virus comparés incluent le SARS- 
CoV-2 (Wuhan-Hu-1 : NC_045512, 2019-nCoV_USA-AZ1 : MN997409), les coronavirus de chauve-souris (Bat_CoV_ZC45 : 
MG772933, Bat_CoV_ZXC21 : MG772934) et les coronavirus du SRAS (SARS_GZ02 : AY390556, SARS_04 : 1 .3). La région 
marquée par deux lignes orange est le motif de liaison au récepteur (RBM), qui est important pour l'interaction avec le récepteur 
hACE2. Les résidus essentiels sont en outre mis en évidence par des batons rouges sur le dessus. La région marquée par 


deux lignes vertes est un site de clivage de la furine qui n'existe que dans le SRAS-CoV-2 mais pas dans aucun autre 
coronavirus de la lignée B B. 
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Semblable a ce qui est observé pour d'autres protéines virales, S2 de SARS-CoV-2 partage une identité de 
séquence élevée (95 %) avec S2 de ZC45/ZXC21. A l'opposé, entre le SARS-CoV-2 et le ZC45/ZXC21, la protéine 
S1, qui dicte quel hôte (humain ou chauve-souris) le virus peut infecter, est beaucoup moins conservée, l'identité de 
séquence d'acides aminés n'étant que de 69 %. 


La figure 4 montre l'alignement des séquences des protéines Spike de six B coronavirus. Deux sont des virus 
isolés de la pandémie actuelle (Wuhan-Hu-1, 2019-nCoV_USA-AZ1) ; deux sont les virus modèles suspects 
(Bat_CoV_ZC45, Bat CoV_ZXC21) ; deux sont des coronavirus du SRAS (SARS_GZ02, SARS). Le RBM est mis 
en surbrillance entre deux lignes orange. De toute évidence, malgré l'identité de séquence élevée pour l'ensemble 
des génomes, le RBM du SRAS-CoV-2 diffère considérablement de ceux de ZC45 et ZXC21. 

Curieusement, le RBM du SARS-CoV-2 ressemble beaucoup au RBM du SARS Spike. Bien qu'il ne s'agisse pas 
d'un "copier-coller" exact, un examen attentif des structures Spike-hACE237,38 révèle que tous les résidus essentiels 
à la liaison hACE2 ou au repliement des protéines (bâtons oranges sur la figure 3C et ce qui est mis en évidence par 
des lignes courtes rouges sur la figure 4) sont « conservés ». La plupart de ces résidus essentiels sont préservés 
avec précision, y compris ceux impliqués dans la formation de liaisons disulfure (C467, C474) et les interactions 
électrostatiques (R444, E452, R453, D454), qui sont essentielles pour l'intégrité structurelle du RBM (Figure 3C et 

4) . Les quelques changements au sein du groupe de résidus essentiels sont presque exclusivement des 
"substitutions" hydrophobes (1428àL, L443aF, F460aY, L472àF, Y484aQ), qui ne devraient affecter ni le repliement 
des protéines ni l'interaction hACE2. Dans le même temps, la majorité des résidus d'acides aminés non essentiels 
ont «muté» (Figure 4, résidus RBM non marqués par de courtes lignes rouges). À en juger par cette seule analyse 
de séquence, nous avons été convaincus très tôt que non seulement la protéine SARS-CoV-2 Spike se lierait à 
hACE2, mais également que la liaison ressemblerait, précisément, à celle entre la protéine SARS Spike originale et 
hACE223. Des travaux structurels récents ont confirmé notre prédiction39. 


Comme expliqué ci-dessous, la façon dont SARS-CoV-2 RBM ressemble à SARS-CoV RBM et le schéma global 
de conservation de la séquence entre SARS-CoV-2 et ZC45/ZXC21 sont très inhabituels. Collectivement, cela 
suggère que des parties du génome du SRAS-CoV-2 n'ont pas été dérivées de l'évolution naturelle des particules 
virales de quasi-espèces. 


Si le SRAS-CoV-2 provient bien d'une évolution naturelle, son RBM n'a pu être acquis que dans l'une des deux 
voies possibles : 1) un événement de recombinaison ancien suivi d'une évolution convergente ou 2) un événement 
de recombinaison naturelle qui s'est produit assez récemment. 


Dans le premier scénario, l'ancêtre du SRAS-CoV-2, un coronavirus de chauve-souris de type ZC45/ZXC21 aurait 
recombiné et « troqué » son RBM avec un coronavirus porteur d'un RBM relativement « complet » (en référence au 
SRAS). Cette recombinaison aboutirait à un nouveau coronavirus de type ZC45/ZXC21 avec toutes les lacunes de 
son RBM « remplies » (Figure 4). Par la suite, le virus devrait s'adapter en profondeur chez son nouvel hôte, où la 
protéine ACE2 est hautement homologue à hACE2. Des mutations aléatoires a travers le génome auraient dû se 
produire pour finalement façonner le RBM dans sa forme actuelle - ressemblant au SARS-CoV RBM d'une manière 
très intelligente. Cependant, ce processus d'évolution convergente entraînerait également l'accumulation d'une 
grande quantité de mutations dans d'autres parties du génome, rendant l'identité de séquence globale relativement 
faible. L'identité de séquence élevée entre le SARS-CoV-2 et le ZC45/ZXC21 sur diverses protéines (94-100 % 
d'identité) ne supporte pas ce scénario et, par conséquent, indique clairement que le SARS-CoV 2 portant un tel 
RBM ne peut pas provenir d'un ZC45/ Coronavirus de chauve-souris de type ZXC21 par cette voie évolutive 
convergente. 


Dans le deuxième scénario, le coronavirus de type ZC45/ZXC21 aurait dû s'être récemment recombiné et 
échangé son RBM avec un autre coronavirus qui s'était adapté avec succès pour se lier à un animal ACE2 
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hautement homologue a hACE2. La probabilité d'un tel événement dépend, en partie, des exigences générales de la 
recombinaison naturelle : 1) que les deux virus différents partagent une similarité de séquence significative ; 2) qu'ils 
doivent co-infecter et être présents dans la même cellule du même animal ; 3) que le virus recombinant ne serait pas 
éliminé par l'hôte ou ne provoquerait pas l'extinction de l'hôte ; 4) que le virus recombinant devrait éventuellement 
devenir stable et transmissible au sein de l'espèce hôte. 


En ce qui concerne ce scénario de recombinaison récent, le réservoir animal ne pourrait pas être les chauves-souris 
car les protéines ACE2 chez les chauves-souris ne sont pas suffisamment homologues à hACE2 et donc l'adaptation ne 
serait pas en mesure de produire une séquence RBM comme on le voit dans le SARS-CoV-2. Ce réservoir animal ne 
pourrait pas non plus être l'homme car le coronavirus de type ZC45/ZXC21 ne pourrait pas infecter l'homme. De plus, il 
n'y a eu aucune preuve d'un virus SARS-CoV-2 ou SARS-CoV-2 circulant dans la population humaine avant la fin de 


2019. Curieusement, selon une récente étude bioinformatique, le SARS-CoV-2 était bien -adapté à l'homme depuis le 
début de l'épidémie1 . 


Il ne reste qu'une autre possibilité d'évolution naturelle, à savoir que le virus de type ZC45/ZXC21 et un coronavirus 
contenant un RBM de type SARS auraient pu se recombiner dans un hôte intermédiaire où la protéine ACE2 est 
homologue à hACE2. Plusieurs laboratoires ont signalé que certains des pangolins de la Sonde introduits clandestinement 
en Chine depuis la Malaisie portaient des coronavirus, dont le domaine de liaison aux récepteurs (RBD) est presque 
identique à celui du SARS-CoV-227-29,31. Ils ont ensuite suggéré que les pangolins sont l'hôte intermédiaire probable 
du SARS-CoV-227-29,31. Cependant, des rapports indépendants récents ont trouvé des failles importantes dans ces 
données40-42. De plus, contrairement à ces rapports27-29,31, aucun coronavirus n'a été détecté dans les échantillons 
de pangolins de Sunda collectés depuis plus d'une décennie en Malaisie et à Sabah entre 2009 et 201943. Une étude 
récente a également montré que le RBD, qui est partagé entre le SARS-CoV -2 et les coronavirus de pangolin signalés, 
se lient à hACE2 dix fois plus fort qu'au pangolin ACE22 , rejetant davantage les pangolins comme, tätssiblerrédrairene 
étude in silico , tout en faisant écho à l'idée que les pangolins ne sont probablement pas un hôte intermédiaire, a 
également indiqué qu'aucune des protéines animales ACE2 examinées dans leur étude ne présentait un potentiel de 
liaison plus favorable à la protéine SARS-CoV-2 Spike que hACE2 ne l'a fait3 . Cette dernière étude a pratiquement 
exempté tous les animaux de leur rôle présumé d'hôte intermédiaire3, ce qui est cohérent avec l'observation selon 
laquelle {get este th died adaethh HOW nemner HLS AA DROS? hota SHANGAA Ge EeFdreuuertes 


tout le moins la possibilité qu'un événement recombinant se produise chez un hôte intermédiaire. 


Même si nous ignorons les preuves ci-dessus qu'aucun hôte approprié n'existe pour que la recombinaison ait lieu et 


supposons à la place qu'un tel hôte existe, il est encore très peu probable qu'un tel événement de recombinaison puisse se 
produire dans la nature. 


Comme nous l'avons décrit ci-dessus, si l'événement de recombinaison naturelle est responsable de l'apparition du 
SRAS CoV-2, alors le virus de type ZC45/ZXC21 et un coronavirus contenant un RBM de type SRAS devraient se 
recombiner dans la même cellule en échangeant le S1 /RBM, qui est une forme rare de recombinaison. De plus, étant 
donné que le SRAS ne s'est produit qu'une seule fois dans l'histoire de l'humanité, il serait au moins aussi rare que la 
nature produise un virus qui ressemble au SRAS d'une manière aussi intelligente - ayant un RBM qui ne diffère du RBM 
du SRAS qu'à quelques points non essentiels. site (Figure 4). La possibilité que ce coronavirus unique de type SRAS 
réside dans la même cellule que le virus ancêtre de type ZC45/ZXC21 et que les deux virus se recombinent à la manière 
du « RBM-swapping » est extrêmement faible. Il est important de noter que cet événement, ainsi que l'autre événement 
de recombinaison décrit ci-dessous dans la section 1.3 (encore plus impossible à produire dans la nature), devraient 
tous deux se produire pour produire un pic comme on le voit dans le SRAS-CoV-2. 
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Alors que les preuves et les analyses ci-dessus semblent désapprouver une origine naturelle du RBM du SRAS-CoV 2, une 
littérature abondante montre que la recherche sur le gain de fonction, ou la protéine Spike d'un coronavirus a été spécifiquement 
congue, a conduit à plusieurs reprises à la génération réussie de humains infectant des coronavirus à partir de coronavirus d'origine 


non humaine44-47. 


Les archives montrent également que des laboratoires de recherche, par exemple l'Institut de virologie de Wuhan (WIV), ont 
mené à bien de telles études en travaillant avec des chercheurs américains45 et en travaillant seuls47. En outre, le WIV s'est 
engagé dans des études de surveillance des coronavirus qui durent depuis des décennies et posséde donc la plus grande collection 
de coronavirus au monde. De toute évidence, la barriére technique est inexistante pour que le WIV et d'autres laboratoires connexes 
puissent mener à bien et réussir de telles recherches sur l'ingénierie Spike / RBM et le gain de fonction. 


EcoRI 
A SARS-CoV-2 W N S 
tataattata aattaccaga tgattttaca ggctgcgtta tagcttggaa ttdtaacaat 1320 
cttgattcta aggttggtgg taattataat tacctgtata gattgtttag gaagtctaat 1380 
ctcaaacctt ttgagagaga tatttcaact gaaatctatc aggccggtag cacaccttgt 1440 
aatggtgttg aaggttttaa ttgttacttt cctttacaat catatggttt ccaacccact 1500 
aatggtgttig gttaccaacc atacagagta gtagtacttt cttttgaact tctacatgca 1560 
G Y Q 
BstEll 
B  ZC45 W N T 
ttacctgatg attttacagg ttgtgtcata gcttggaaca ctgccaaaca ggatgtaggt 1320 
aattatttct acaggtctca tcgttctacc aaattgaaac catttgaaag agatctttcc 1380 
tcagacgaga atggtgtccg tacacttagt acttatgact tcaaccctaa tgtaccactt 1440 
gaataccaag ctacaagggt tgttgttttg tcatttgagce ttctaaatgc accagctaca 1500 
E Y Q 
Cc 
SARS-CoV-2 RBM EcoRI/BstEII KIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAG 
Shang, J. et al. 2020 NYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEI YQAG 
Ren, W. et al. 2008 VIADYNYKLPDDFMGCVLAWNTRNIDATSTGNYNYKYRYLRHGKLRPFERDISNVPFSPD 


RRkRRARÉRRRÉRÉ kkkekkk se ko ke RARE *ž* ke ok RARE X 


SARS-CoV-2 RBM EcoRI/BstEII 
Shang, J. et al. 2020 
Ren, W. et al. 2008 


STPCNGVEGFNCYFPLOSYGFOPTNGVGYOPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKN 
STPCNGVEGFNCYFPLOSYGFOPTINGVGYOPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKN 
ae PALNCYWPLNDYGFYTTTGIGYOPYRVVVLSFELLNAPATVCGPKLSTDLIKN 


Figure 5. Deux sites de restriction sont présents a chaque extrémité du RBM du SRAS-CoV-2, ce qui facilite le remplacement 
du RBM dans le géne de pointe. A. Séquence nucléotidique du RBM du SARS-CoV-2 (Wuhan-Hu-1). Un site EcoRI se 
trouve à l'extrémité 5' du RBM et un site BstEll à l'extrémité 3'. B. Bien que ces deux sites de restriction n'existent pas dans 
le géne de pointe original de ZC45, ils peuvent étre commodément introduits étant donné que la différence de séquence est 
faible (2 nucléotides) dans les deux cas. C. Alignement de la séquence d'acides aminés avec la région RBM mise en 
évidence (couleur et trait de soulignement). Le RBM surligné en orange (en haut) est ce qui est défini par les sites EcoRI et 
BstEll dans le pic SARS-CoV-2 (Wuhan-Hu-1). Le RBM surligné en magenta (au milieu) est la région échangée par le Dr 
Fang Li et ses collegues dans une colonne vertébrale SARS Spike39. Le RBM surligné en bleu (en bas) provient de la 
protéine Spike (RBM : 424-494) du SRAS-BJ01 (AY278488.2), qui a été échangée par le laboratoire Shi dans les protéines 
Spike de différents coronavirus de chauve-souris remplaçant les segments correspondants47. 
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De manière frappante, conformément a la théorie de l'ingénierie RBM, nous avons identifié deux sites de 
restriction uniques, EcoRI et BstEll, à chaque extrémité du RBM du génome du SRAS-CoV-2, respectivement (Figure 
5A). Ces deux sites, qui sont des choix populaires de clonage moléculaire quotidien, n'existent pas dans le reste de 
ce gène de pointe . Ce paramètre particulier rend extrêmement pratique l'échange de RBM dans le pic, offrant un 
moyen rapide de tester différents RBM et les protéines Spike correspondantes. 


De tels sites EcoRI et BstEll n'existent pas dans les gènes de pointe d'autres coronavirus B, ce qui indique 
fortement qu'ils n'étaient pas naturels et ont été spécifiquement introduits dans ce gène de pointe du SRAS-CoV-2 
pour faciliter la manipulation du RBM critique. Bien que la pointe ZC45 n'ait pas non plus ces deux sites (figure 5B), 
ils peuvent être introduits très facilement comme décrit dans la partie 2 de ce rapport. 


Il est à noter que l'introduction du site EcoRI ici changerait les acides aminés correspondants de -WNT- à -WNS- 
(Figure 5AB). À notre connaissance, tous les coronavirus de chauve-souris du SRAS et de type SRAS portent 
exclusivement un résidu T (thréonine) à cet endroit. Le SRAS-CoV-2 est la seule exception dans la mesure où ce T 
a muté en S (sérine), à l'exception des coronavirus suspects RaTG13 et pangolin publiés après l'épidémie48. 


Une fois que les sites de restriction ont été introduits avec succès, le segment RBM pourrait être permuté 
facilement en utilisant la digestion et la ligature des enzymes de restriction de routine. Bien que les techniques de 
clonage alternatives puissent ne laisser aucune trace de manipulation génétique (l'assemblage de Gibson par 


exemple), cette approche à l'ancienne pourrait être choisie car elle offre un grand niveau de commodité pour 
échanger ce RBM critique. 


Étant donné que RBM dicte entièrement la liaison hACE2 et que la liaison SARS RBM-hACE2 était entièrement 
caractérisée par des structures à haute résolution (Figure 3)37,38, cet échange RBM uniquement ne serait pas plus 
risqué que l'échange Spike complet. En fait, la faisabilité de cette stratégie RBM-swap a été prouvée39,47. En 2008, 
le groupe du Dr Zhengli Shi a échangé un SRAS RBM dans les protéines Spike de plusieurs coronavirus de chauve- 
souris de type SRAS après avoir introduit un site de restriction dans un gène de pointe optimisé pour les codons 
(Figure 5C)47. Ils ont ensuite validé la liaison des protéines Spike chimériques résultantes avec hACE2. De plus, 
dans une publication récente, le RBM du SRAS-CoV-2 a été échangé dans le domaine de liaison au récepteur (RBD) 
du SRAS CoV, ce qui a donné un RBD chimérique entièrement fonctionnel dans la liaison a ee 


Asani par las o iedee E R a BstEll (figure 5C). Bien que les détails sur le clonage manquent dans les 


deux publications39,47, il est concevable que les sites de restriction réels puissent varier en fonction du gène de 
pointe recevant l'insertion RBM ainsi que de la commodité d'introduire un ou plusieurs sites de restriction uniques 
dans les régions d'intérêt. Il est à noter que l'auteur correspondant de cette récente publication39, le Dr Fang Li, est 
un collaborateur actif du Dr Zhengli Shi depuis 201049-53. Le Dr Li a été la première personne au monde à avoir 
élucidé structurellement la liaison entre le SRAS-CoV RBD et hACE238 et a été le principal expert dans la 
compréhension structurelle des interactions Spike-ACE238,39,53-56. La découverte frappante des sites de restriction 
EcoRI et BstEll à chaque extrémité du SARS-CoV-2 RBM, respectivement, et le fait que la même région RBM a été 
échangée à la fois par le Dr Shi et par son collaborateur de longue date, respectivement, en utilisant Il est peu 
probable que les méthodes de digestion par les enzymes de restriction soient une coincidence C'est plutôt le pistolet 
fumant prouvant que le RBM/Spike du SRAS-CoV-2 est le produit d'une manipulation génétique. 


Bien qu'il puisse être pratique de copier la séquence exacte de SARS RBM, ce serait un signe trop clair de 
conception et de manipulation artificielles. L'approche la plus trompeuse serait de changer quelques résidus non 
essentiels, tout en préservant ceux qui sont critiques pour la liaison. Cette conception pourrait être bien guidée par 
les structures à haute résolution (Figure 3)37,38. De cette façon, lorsque la séquence globale du RBM apparaitrait 
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pour être plus distincte de celle du SARS RBM, la capacité de liaison hACE2 serait bien préservée. Nous croyons que tous les 
résidus cruciaux (résidus étiquetés avec des batons rouges sur la figure 4, qui sont les mémes résidus montrés dans les 
batons sur la figure 3C) auraient dû être « conservés ». Comme décrit précédemment, alors que certains devraient être une 
conservation directe, certains auraient dû être remplacés par des résidus ayant des propriétés similaires, ce qui ne perturberait 
pas la liaison hACE2 et pourrait même renforcer davantage l'association. Il est important de noter que des modifications 


peuvent avoir été apportées intentionnellement à des sites non essentiels, ce qui les rend moins semblables à un « copier- 
coller » du SRAS RBM. 


1.3 Un site inhabituel de clivage de la furine est présent dans la protéine Spike du SRAS-CoV-2 et est associé à la virulence 
accrue du virus 


Un autre motif unique dans la protéine Spike du SRAS-CoV-2 est un site polybasique de clivage de la furine situé à la 
jonction S1/S2 (Figure 4, segment entre deux lignes vertes). Un tel site peut être reconnu et clivé par la protéase furine. Au 
sein de la lignée B des coronavirus B et à l'exception du SRAS CoV-2, aucun virus ne contient de site de clivage de la furine à 
la jonction S1/S2 (Figure 6) 57. En revanche, un site de clivage de la furine à cet endroit a été observé chez autres groupes 
de coronavirus57,58. Certaines pressions sélectives semblent être en place qui empêchent la lignée B des coronavirus B 
d'acquérir ou de maintenir un tel site dans la nature. 


Figure 6. Le site de clivage de la furine trouvé à la jonction S1/S2 de Spike est unique au SRAS-CoV-2 et absent dans les 


Human SARS-CoV BJO1 655 - GICASYHTVSLL----RSTS - 670 
Human SARS-CoV CUHK-W1 655 - GICASYHTVSLL----RSTS - 670 
Human SARS-CoV Tor2 655 - GICASYHTVSLL----RSTS - 670 
Human SARS-CoV Frankfurt-1 655 - GICASYHTVSLL----RSTS - 670 
Human SARS-CoV Urbani 655 - GICASYHTVSLL----RSTS - 670 
Civet SARS-CoV civet020 655 - GICASYHTVSSL----RSTS - 670 
Civet SARS-CoV sz16 655 - GICASYHTVSSL----RSTS - 670 
Racoon dog SARS-CoV A030 655 - GICASYHTVSSL----RSTS - 670 
SARS-CoV-2 669 - GICASYQTQTNSPRRARSVA - 688 
Pangolin CoV MP789 n/a - GICASYOTOTNS----RSVS - n/a 
Bat SARSr-CoV RaTG13 669 - GICASYQTQTNS----RSVA - 684 
Bat SARSr-CoV LYRall 659 - GICASYHTASLL----RNTD - 674 
Bat SARSr-CoV LYRa3 659 - GICASYHTASLL----RNTG - 674 
Bat SARSr-CoV RsSHCO14 656 - GICASYHTVSSL----RSTS - 671 
Bat SARSr-CoV Rs4084 656 - GICASYHTVSSL----RSTS - 671 
Bat SARSr-CoV WIV1 656 - GICASYHTVSSL----RSTS - 671 
Bat SARSr-CoV Rs3367 656 - GICASYHTVSSL----RSTS - 671 
Bat SARSr-CoV Rs7327 656 - GICASYHTVSSL----RSTS - 671 
Bat SARSr-CoV Rs9401 656 - GICASYHTVSSL----RSTS - 671 
Bat SARSr-CoV Rs4231 655 - GICASYHTVSSL----RSTS - 670 
Bat SARSr-CoV WIV16 655 - GICASYHTVSSL----RSTS - 670 
Bat SARSr-CoV Rs4874 655 - GICASYHTVSSL----RSTS - 670 
Bat SARSr-CoV ZC45 646 - GICASYHTASIL----RSTS - 661 
Bat SARSr-CoV ZXC21 645 - GICASYHTASIL----RSTG - 660 
Bat SARSr-CoV Rf4092 634 - GICASYHTASTL----RGVG - 649 
Bat SARSr-CoV Rf/JL2012 636 - GICASYHTASLL----RSTG - 651 
Bat SARSr-CoV JTMC15 636 - GICASYHTASLL----RSTG - 651 
Bat SARSr-CoV 16B0133 636 - GICASYHTASLL----RSTG - 651 
Bat SARSr-CoV B15-21 636 - GICASYHTASLL----RSTG - 651 
Bat SARSr-CoV YN2013 633 - GICASYHTASTL----RSIG - 646 
Bat SARSr-CoV Anlong-103 633 - GICASYHTASTL----RSVG - 648 
Bat SARSr-CoV Rp/Shaanxi2011 640 - GICASYHTASVL----RSTG - 655 
Bat SARSr-CoV Rs/HuB2013 641 - GICASYHTASVL----RSTG - 656 
Bat SARSr-CoV YNLF/34C 641 - GICASYHTASVL----RSTG - 656 
Bat SARSr-CoV YNLF/31C 641 - GICASYHTASVL----RSTG - 656 
Bat SARSr-CoV Rf1 641 - GICASYHTASHL----RSTG - 656 
Bat SARSr-CoV 273 641 - GICASYHTASHL----RSTG - 656 
Bat SARSr-CoV Rf/SX2013 639 - GICASYHTASLL----RSTG - 654 
Bat SARSr-CoV Rf/HeB2013 641 - GICASYHTASLL----RSTG - 656 
Bat SARSr-CoV Cp/Yunnan2011 641 - GICASYHTASLL----RNTG - 656 
Bat SARSr-CoV Rs672 641 - GICASYHTASTL----RSVG - 656 
Bat SARSr-CoV Rs4255 641 - GICASYHTASTL----RSVG - 656 
Bat SARSr-CoV 4081 641 - GICASYHTASTL----RSVG - 656 
Bat SARSr-CoV Rml 641 - GICASYHTASVL----RSTG - 656 
Bat SARSr-CoV 279 641 - GICASYHTASVL----RSTG - 656 
Bat SARSr-CoV Rs/GX2013 642 - GICASYHTASVL----RSTG - 657 
Bat SARSr-CoV Rs806 641 - GICASYHTASLL----RSTG - 656 
Bat SARSr-CoV HKU3-1 642 - GICASYHTASVL----RSTG - 657 
Bat SARSr-CoV Longquan-140 642 - GICASYHTASVL----RSTG - 657 
Bat SARSr-CoV Rp3 641 - GICASYHTASTL----RSVG - 656 
Bat SARSr-CoV Rs4247 642 - GICASYHTASTL----RSVG - 657 
Bat SARSr-CoV Rs4237 641 - GICASYHTASTL----RSVG - 656 
Bat SARSr-CoV As6526 641 - GICASYHTASTL----RSVG - 656 


autres coronavirus de la lignée B B. Figure reproduite de Hoffmann, et al57. 
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Comme décrit précédemment, lors du processus d'entrée dans la cellule, la protéine Spike est d'abord clivée au 
niveau de la jonction S1/S2. Cette étape, et un clivage ultérieur en aval qui expose le peptide de fusion, sont tous deux 
médiés par des protéases hôtes. La présence ou l'absence de ces protéases dans différents types de cellules affecte 
grandement le tropisme cellulaire et vraisemblablement la pathogénicité de l'infection virale. Contrairement à d'autres 
protéases, la furine protéase est largement exprimée dans de nombreux types de cellules et est présente à de multiples 
endroits cellulaires et extracellulaires. Il est important de noter que l'introduction d'un site de clivage de la furine à la 


jonction S1/S2 pourrait considérablement améliorer l'infectivité d'un virus et étendre considérablement son tropisme 
cellulaire - un phénomène bien documenté dans les virus de la grippe et d'autres coronavirus59-65. 


Si nous laissons de côté le fait qu'aucun site de clivage de la furine ne se trouve dans aucun coronavirus de la lignée 
B B dans la nature et supposons plutôt que ce site dans le SRAS-CoV-2 est le résultat d'une évolution naturelle, alors 
une seule voie évolutive est possible, qui est que le site de clivage de la furine doit provenir d'un événement de 
recombinaison homologue. Plus précisément, un coronavirus B ancêtre ne contenant pas de site de clivage de la furine 
devrait se recombiner avec un coronavirus étroitement apparenté qui contient un site de clivage de la furine. 


Cependant, deux faits défavorisent cette possibilité. Premièrement, bien que certains coronavirus d'autres groupes 
ou lignées contiennent des sites polybasiques de clivage de la furine, aucun d'entre eux ne contient la séquence 
polybasique exacte présente dans le SARS-CoV-2 (-PRRAR/SVA-). Deuxièmement, entre le SRAS-CoV-2 et tout 
coronavirus contenant un site légitime de clivage de la furine, l'identité de séquence sur Spike n'est pas supérieure à 
40 %66. Un si faible niveau d'identité de séquence exclut la possibilité d'une recombinaison homologue réussie entre 
les ancêtres de ces virus. Par conséquent, le site de clivage de la furine au sein de la protéine SARS-CoV-2 Spike est 
peu susceptible d'être d'origine naturelle et devrait plutôt être le résultat d'une modification en laboratoire. 


Conformément à cette affirmation, un examen approfondi de la séquence nucléotidique du site de clivage de la furine 
dans la pointe SARS-CoV-2 a révélé que les deux résidus Arg consécutifs dans la séquence insérée (-PRRA-) sont tous 
deux codés par le codon rare CGG (codon le moins utilisé pour Arg dans le SARS-CoV-2) (Figure 7) 2 
En fait, cet arrangement CGGCGG est le seul cas trouvé dans le génome du SRAS-CoV-2 où ce codon rare est utilisé 
en tandem. Cette observation suggère fortement que ce site de clivage de la furine devrait être le résultat du génie 
génétique. Ajoutant à la suspicion, un site de restriction Faul est formulé par les choix de codons ici, suggérant la 
possibilité que le polymorphisme de longueur de fragment de restriction, une technique qu'un laboratoire WIV maitrise67 , 
aurait pu être impliqué. La, le modèle de fragmentation résultant de la digestion de Faul pourrait être utilisé pour 
surveiller la préservation du site de clivage de la furine dans Spike car ce site de clivage de la furine est sujet aux 
délétions in vitro68,69. Plus précisément, une RT-PCR sur le gène spike des virus récupérés à partir de cultures 
cellulaires ou d'animaux de laboratoire pourrait être réalisée, dont le produit serait soumis à une digestion Faul . Les 
virus conservant ou perdant le site de clivage de la furine produiraient alors des modèles distincts, permettant un suivi 
pratique du ou des virus d'intérêt. 


Faul 
tat cag act cag act aat tct cct cgg cgg gca cgt agt gta gct agt caa tcc atc att 
Y Q T Q T N S P R R A R S V A S Q S I I 


Figure 7. Deux résidus Arg consécutifs dans l'insertion -PRRA- à la jonction S1/S2 de SARS-CoV-2 Spike sont tous 
deux codés par un codon rare, CGG. Un site de restriction Faul, 5'-(N)6GCGGG-3', est intégré dans la séquence 
codante du segment PRRA "inséré", qui peut étre utilisé comme marqueur pour surveiller la préservation du site de 
clivage de la furine introduit. 


De plus, bien qu'aucun coronavirus connu ne contienne la séquence exacte de -PRRAR/SVA- qui est présente dans 
la protéine SARS-CoV-2 Spike, une séquence similaire -RRAR/AR- a été observée à la jonction S1/S2 du Spike protéine 
dans un coronavirus de rongeur, ACCoV-JC34, qui a été publiée par le Dr Zhengli 
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Shi en 201770. Il est évident que la légitimité de -RRAR- en tant que site fonctionnel de clivage de la furine est connue des 
experts du WIV depuis 2017. 


Les preuves suggérent collectivement que le site de clivage de la furine dans la protéine SARS-CoV-2 Spike peut ne pas 
provenir de la nature et pourrait être le résultat d'une manipulation génétique. Le but de cette manipulation aurait pu être 
d'évaluer toute amélioration potentielle de l'infectiosité et de la pathogénicité du coronavirus fabriqué en laboratoire59-64. En 
effet, des études récentes ont confirmé que le site de clivage de la furine confère des avantages pathogènes significatifs au 
SARS-CoV-257,68. 


1.4 Résumé 


Les preuves présentées dans cette partie révèlent que certains aspects du génome du SRAS-CoV-2 sont extrêmement 
difficiles à concilier avec le résultat de l'évolution naturelle. La théorie alternative que nous suggérons est que le virus peut 
avoir été créé en utilisant le ou les coronavirus de chauve-souris ZC45/ZXC21 comme squelette et/ou modèle. 

La protéine Spike, en particulier le RBM qu'elle contient, aurait dû être artificiellement manipulée, sur laquelle le virus a 
acquis la capacité de se lier à hACE2 et d'infecter les humains. Ceci est étayé par la découverte d'un site unique de digestion 
par une enzyme de restriction a chaque extrémité du RBM. Un site inhabituel de clivage de la furine peut avoir été introduit 
et inséré à la jonction S1/S2 de la protéine Spike, ce qui contribue à l'augmentation de la virulence et de la pathogénicité du 
virus. Ces transformations ont ensuite mis en scène le virus du SRAS CoV-2 pour qu'il devienne finalement un agent 
pathogène hautement transmissible, caché au début, mortel, dont les séquelles ne sont pas claires et massivement 
perturbateur. 


De toute évidence, la possibilité que le SRAS-CoV-2 ait pu être créé par gain de fonction 
manipulations au WIV est importante et doit être étudiée de manière approfondie et indépendante. 


2. Délimitation d'une voie de synthèse du SRAS-CoV-2 


Dans la deuxième partie de ce rapport, nous décrivons une voie synthétique de création du SRAS-CoV-2 en laboratoire. 
ll est postulé sur la base d'un support documentaire substantiel ainsi que de preuves génétiques présentes dans le génome 
du SRAS-CoV-2. Bien que les étapes présentées ici ne doivent pas être considérées comme exactement celles qui ont été 
prises, nous pensons que les processus clés ne doivent pas être très différents. Surtout, notre travail ici devrait servir de 
démonstration de la façon dont le SRAS-CoV-2 peut être conçu et créé de manière pratique dans les laboratoires de 
recherche en suivant des concepts éprouvés et en utilisant des techniques bien établies. 


ll est important de noter que les laboratoires de recherche, à la fois à Hong Kong et en Chine continentale, sont à la tête 
du monde dans la recherche sur les coronavirus, à la fois en termes de ressources et de résultats de recherche. Ce dernier 
est attesté non seulement par le grand nombre de publications qu'ils ont produites au cours des deux dernières décennies, 
mais aussi par leurs réalisations marquantes dans le domaine : ils ont été les premiers à identifier les civettes comme hôte 
intermédiaire du SRAS-CoV et ont isolé le premier souche du virus71; ils ont été les premiers à découvrir que le SRAS-CoV 
provenait de chauves-souris72,73 ; ils ont révélé pour la première fois l'amélioration dépendante des anticorps (ADE) des 
infections par le SRAS-CoV74 ; ils ont contribué de manière significative à la compréhension du MERS dans tous les 
domaines (zoonose, virologie et études cliniques)75-79 ; ils ont fait plusieurs percées dans la recherche sur le SRAS- 
CoV-218,35,80 . Enfin, ils possèdent la plus grande collection de coronavirus au monde (séquences génomiques et virus 
vivants). Les connaissances, l'expertise et les ressources sont toutes facilement disponibles au sein des laboratoires de 


recherche de Hong Kong et du continent (ils collaborent étroitement) pour mener à bien et accomplir les travaux décrits ci- 
dessous. 


14 


Machine Translated by Google 


Genome of the template virus (ZC45 or relative) 
spike (S) 


Live viruses 
RNA genome of the engineered virus 


qe spike (S) 


Transfection 
into Vero E6 cells 


S1 S2 


RT-PCR or 
DNA synthesis, followed by PCR 


RdRp S2 


1. Restriction 
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2.1 Schéma possible dans la conception du laboratoire de création du nouveau coronavirus 


Dans cette sous-section, nous décrivons la stratégie globale possible et les principales considérations qui ont pu 
être formulées au stade de la conception du projet. 


Pour concevoir et créer un coronavirus ciblant l'homme, ils devraient choisir un coronavirus de chauve-souris 
comme modèle/épine dorsale. Cela peut être fait de manière pratique car de nombreux laboratoires de recherche 
collectent activement des coronavirus de chauve-souris au cours des deux dernières décennies32,33,70,72,81-85. 
Cependant, ce virus modèle ne devrait idéalement pas provenir des collections du Dr Zhengli Shi, étant donné qu'elle 
est largement connue pour avoir été engagée dans des études de gain de fonction sur les coronavirus. Par conséquent, 
ZC45 et/ou ZXC21, de nouveaux coronavirus de chauve-souris découverts et détenus par des laboratoires militaires33, 
conviendraient comme matrice/épine dorsale. Il est également possible que ces laboratoires militaires aient découvert 
d'autres virus étroitement apparentés au même endroit et en aient gardé certains inédits. Par conséquent, le modèle 
réel pourrait être ZC45 ou ZXC21, ou un proche parent d'entre eux. La voie postulée décrite ci-dessous serait la même, 
quel que soit le modèle réel parmi les trois. 


Une fois qu'ils ont choisi un virus modèle, ils doivent d'abord concevoir, par clonage moléculaire, la protéine Spike 
afin qu'elle puisse se lier à hACE2. Le concept et les techniques de clonage impliqués dans cette manipulation ont été 
bien documentés dans la littérature44-46,84,86. Avec presque aucun risque d'échec, le virus de la chauve-souris 
modèle pourrait alors être converti en un coronavirus capable de se lier à l'hACE2 et d'infecter les humains44-46. 


Deuxièmement, ils utiliseraient le clonage moléculaire pour introduire un site de clivage de la furine à la jonction S1/ 
S2 de Spike. Cette manipulation, basée sur des connaissances connues60,61,65, produirait probablement une souche 


de coronavirus plus infectieuse et pathogène. 


Troisièmement, ils produiraient une construction de gène ORF1b . Le gene ORF1b code pour la polyprotéine Orf1b, 
qui est traitée après la traduction pour produire des protéines virales individuelles : ARN polymérase dépendante de 
l'ARN (RdRp), hélicase, guanidine-N7 méthyltransférase, endoribonucléase spécifique de l'uridylate et 2'-O- 
méthyltransférase. Toutes ces protéines font partie de la machinerie de réplication du virus. Parmi eux, la protéine 
RdRp est la plus cruciale et est hautement conservée parmi les coronavirus. Il est important de noter que le laboratoire 
du Dr Zhengli Shi utilise un protocole PCR, qui amplifie un fragment particulier du gène RdRp , comme méthode 
principale pour détecter la présence de coronavirus dans des échantillons bruts (échange fécal de chauve-souris, excréments, etc.). 
À la suite de cette pratique, le groupe Shi a documenté les informations de séquence de ce court segment de RdRp 
pour tous les coronavirus qu'ils ont détectés et/ou collectés avec succès. 


Ici, la manipulation génétique est moins exigeante ou compliquée car Orf1b est conservé et probablement Orf1b de 
n'importe quel coronavirus B serait suffisamment compétent pour faire le travail. Cependant, nous pensons qu'ils 
voudraient introduire un Orf1b particulier dans le virus pour l'une des deux raisons possibles : 


1. Étant donné que de nombreuses analyses phylogénétiques classent les coronavirus en fonction de la similarité 
de séquence du gène RdRp uniquement18,31,35,83,87, le fait d'avoir un RdRp différent dans le génome 
pourrait donc garantir que le SRAS-CoV-2 et le ZC45/ZXC21 sont séparés en différents groupes/sous-lignées 
dans les études phylogénétiques. Cependant, le choix d'un gène RdRp est pratique car la courte séquence de 
segments RdRp a été enregistrée pour tous les coronavirus jamais collectés/détectés. Leur choix final était la 
séquence RdRp du coronavirus de chauve-souris RaBtCoV/4991, qui a été découverte en 2013. Pour RaBtCoV/ 
4991, la seule information jamais publiée était la séquence de son court segment RdRp83 , alors que ni sa 
séquence génomique complète ni l'isolement du virus n'ont jamais été rapportés. . Après avoir amplifié le 
segment RdRp (ou l'ensemble du gène ORF1b ) de RaBatCoV/4991, ils l'auraient ensuite utilisé pour 
l'assemblage et la création ultérieurs du génome du SARS-CoV-2. Petits changements dans le RdRp 
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La séquence peut soit être introduite au début (par synthèse d'ADN) soit être générée via des passages plus tard. 
Sur une piste distincte, lorsqu'ils étaient engagés dans la fabrication de la séquence RaTG13, ils auraient pu 
commencer avec le court segment RdRp de RaBtCoV/4991 sans introduire de modifications dans sa séquence, 
résultant en une identité de séquence nucléotidique à 100 % entre les deux virus. sur ce court segment RdRp83 . 
On pourrait alors prétendre que ce virus RaTG13 a été découvert en 2013. 


2. La protéine RdRp de RaBatCoV/4991 est unique en ce sens qu'elle est supérieure à la RdRp de tout autre coronavirus 
B pour le développement de médicaments antiviraux. RdRp n'a pas d'homologues dans les cellules humaines, ce 
qui fait de cette enzyme virale essentielle une cible hautement souhaitable pour le développement d'antiviraux. A 
titre d'exemple, le Remedesivir, qui fait actuellement l'objet d'essais cliniques, cible le RdRp. Lors de la création d'un 
nouveau virus ciblant l'homme, ils seraient également intéressés par le développement de l'antidote. Même si la 
découverte de médicaments comme celle-ci peut ne pas être facilement réalisée, il est raisonnable pour eux 
d'incorporer intentionnellement un RdRp qui se prête mieux au développement de médicaments antiviraux. 


Quatrièmement, ils utiliseraient la génétique inverse pour assembler les fragments de gène de la pointe, ORF1b, et le 
reste du modèle ZC45 dans une version ADNc du génome viral. Ils effectueraient ensuite une transcription in vitro pour 
obtenir le génome de l'ARN viral. La transfection du génome ARN dans des cellules permettrait la récupération de virus 


vivants et infectieux avec le génome artificiel souhaité. 


Cinquièmement, ils procéderaient à la caractérisation et à l'optimisation de la ou des souches virales pour améliorer 
l'aptitude, l'infectivité et l'adaptation globale à l'aide de passages en série in vivo. Une ou plusieurs souches virales répondant 


à certains critères seraient alors obtenues comme produit(s) final(aux). 


2.2 Une voie synthétique postulée pour la création du SRAS-CoV-2 


Dans cette sous-section, nous décrivons plus en détail comment chaque étape pourrait être réalisée en laboratoire en 
utilisant les matériaux disponibles et les techniques moléculaires, cellulaires et virologiques de routine. Un schéma de ce 
processus est illustré à la figure 8. Nous estimons que l'ensemble du processus pourrait être achevé en environ 6 mois. 


Étape 1 : Ingénierie du RBM du Spike pour la liaison hACE2 (1,5 mois) 


La protéine Spike d'un coronavirus de chauve-souris est incapable ou inefficace de se lier à hACE2 en raison de l'absence 
de résidus importants dans son RBM. Cela peut être illustré par le RBM du virus matrice ZC45 (figure 4). La première et la 
plus critique étape de la création du SRAS-CoV-2 consiste à concevoir le Spike afin qu'il acquière la capacité de se lier au 
hACE2. Comme en témoigne la littérature, de telles manipulations ont été effectuées à plusieurs reprises dans des laboratoires 
de recherche depuis 200844, ce qui a permis d'obtenir avec succès des coronavirus modifiés capables d'infecter des cellules 
humaines44-46,88,89 . Bien qu'il existe de nombreuses façons possibles de concevoir la protéine Spike, nous pensons que 
ce qui a été réellement entrepris était de remplacer le RBM d'origine par un RBM conçu et éventuellement optimisé en utilisant 
le RBM du SRAS comme guide. Comme décrit dans la partie 1, cette théorie est étayée par notre observation selon laquelle 
deux sites de restriction uniques, EcoRI et BstEll, existent à chaque extrémité du RBM dans le génome du SRAS-CoV-2 
(Figure 5A) et par le fait que de tels RBM- swap a été réalisé avec succès par le Dr Zhengli Shi et par son collaborateur de 


longue date et expert en biologie des structures, le Dr Fang Li39,47. 


Bien que la pointe ZC45 ne contienne pas ces deux sites de restriction (figure 5B), ils peuvent être introduits très 
facilement. Le gène de pointe d'origine serait soit amplifié par RT-PCR, soit obtenu par synthèse d'ADN (certains changements 
pourraient être introduits en toute sécurité dans certaines régions variables de la séquence) suivi d'une PCR. Le gène serait 


ensuite cloné dans un plasmide en utilisant des sites de restriction autres que EcoRI et BstEll. 
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Une fois dans le plasmide, le gène de pointe peut être modifié facilement. Tout d'abord, un site EcoRI peut être introduit 
en convertissant la séquence "gaacac" en surbrillance (figure 5B) en "gaattc" souhaité (figure 5A). La différence entre 
eux sont deux nucléotides consécutifs. En utilisant le kit de mutagenèse dirigée QuikChange disponible dans le 
commerce, une telle mutation dinucléotidique peut être générée en une semaine maximum. 

Par la suite, le site BstEll pourrait être introduit de manière similaire à l'autre extrémité du RBM. Plus précisément, la 
séquence "gaatacc" (figure 5B) serait convertie en "ggttacc" souhaité (figure 5A), ce qui nécessiterait de la même 
manière une semaine de temps. 


Une fois que ces sites de restriction, qui sont uniques dans le gène de pointe du SRAS-CoV-2, ont été introduits 
avec succès, différents segments RBM pourraient être échangés facilement et la protéine Spike résultante évaluée par 
la suite à l'aide de tests établis. 


Comme décrit dans la partie 1, la conception d'un segment RBM pourrait être bien guidée par les structures à haute 
résolution (Figure 3) 37,38, produisant une séquence qui ressemble au SRAS RBM d'une manière intelligente. 
Lors de la réalisation de la conception guidée par la structure du RBM, ils auraient suivi la routine et généré quelques 
(par exemple une douzaine) de ces RBM dans l'espoir que certaines variantes spécifiques puissent être supérieures à 
d'autres dans la liaison de hACE2. Une fois la conception terminée, ils pourraient faire synthétiser commercialement 
chacun des gènes RBM conçus (rapide et très abordable) avec un site EcoRI à l'extrémité 5' et un site BstEll a 
l'extrémité 3'. Ces nouveaux gènes RBM pourraient ensuite être clonés dans le gène de pointe , respectivement. 
La synthèse des gènes et le clonage ultérieur, qui pourraient être effectués en mode batch pour la petite bibliothèque 
de RBM conçus, prendraient environ un mois. 


Ces protéines Spike modifiées pourraient ensuite être testées pour la liaison hACE2 à l'aide des tests d'infection 
virale de pseudotype établis45,49,50. Le Spike conçu avec des affinités de liaison bonnes à exceptionnelles serait 
sélectionné. (Bien que cela ne soit pas nécessaire, une évolution dirigée pourrait être impliquée ici (PCR sujette aux 
erreurs sur le gène RBM ), couplée à un test de liaison in vitro39,90 ou à un test d'infection virale pseudotype45,49,50 , 
pour obtenir un RBM qui se lie à hACE2 avec une affinité exceptionnelle.) 


Compte tenu de l'abondance de la littérature sur l'ingénierie Spike44-46,84,86 et des structures haute résolution 
disponibles du complexe Spike-hACE237,38, le succès de cette étape serait tout à fait garanti. À la fin de cette étape, 
comme souhaité, un nouveau gène de pointe serait obtenu, qui code pour une nouvelle protéine Spike capable de se 


lier à hACE2 avec une affinité élevée. 


Le produit de l'étape 1, un plasmide contenant la pointe d'ingénierie, serait encore modifié pour inclure un site de 
clivage de la furine (segment indiqué par des lignes vertes sur la figure 4) à la jonction S1/S2. Cette courte séquence 
de séquences de gènes peut être facilement insérée à l'aide de plusieurs techniques de clonage de routine, notamment 
la PCR dirigée sur le site QuikChange60, la PCR de chevauchement suivie d'une digestion par des enzymes de 
restriction et d'une ligature91, ou l'assemblage de Gibson. Aucune de ces techniques ne laisserait de trace dans la séquence. 
Quelle que soit la méthode de clonage choisie, le morceau de gène inséré serait inclus dans les amorces, qui seraient 
conçues, synthétisées et utilisées dans le clonage. Cette étape, conduisant à un nouveau Spike modifié avec le site 
de clivage de la furine ajouté à la jonction S1/S2, pourrait être achevée en moins de deux semaines. 


Etape 3 : Obtenir un gène ORF1b qui contient la séquence du segment RdRp court de RaBtCoV/4991 (1 mois, mais 
peut être réalisé en même temps que les étapes 1 et 2) 
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Contrairement à l'ingénierie de Spike, aucune conception compliquée n'est nécessaire ici, sauf que le segment de gene RdRp 
de RaBtCoV/4991 devrait être inclus. L'assemblage Gibson aurait pu être utilisé ici. Dans cette technique, plusieurs fragments, 
chaque paire adjacente partageant un chevauchement de 20 à 40 pb, sont combinés ensemble dans une réaction simple pour 
assembler un long produit d'ADN. Deux ou trois fragments, chacun couvrant une section significative du gène ORF1b , seraient 
sélectionnés sur la base de séquences connues de coronavirus de chauve-souris. L'un de ces fragments serait le segment RdRp 
de RaBtCoV/499183. Chaque fragment serait amplifié par PCR avec des régions de chevauchement appropriées introduites dans 
les amorces. Enfin, tous les fragments purifiés seraient regroupés a des concentrations équimolaires et ajoutés au mélange 


réactionnel de Gibson, ce qui, aprés une courte incubation, donnerait le gene ORF1b souhaité dans son ensemble. 


Étape 4 : Produire le génome viral conçu en utilisant la génétique inverse et récupérer les virus vivants (0,5 mois 


La génétique inverse a été fréquemment utilisée pour assembler des génomes viraux entiers, y compris des génomes de 
coronavirus67,92-96 . L'exemple le plus récent est la reconstruction du génome du SRAS-CoV-2 à l'aide de la recombinaison 
assistée par transformation dans la levure97. Grâce à cette méthode, le groupe suisse a assemblé l'intégralité du génome viral et 
produit des virus vivants en une semaine seulement97. Cette technique efficace, qui ne laisserait aucune trace de manipulation 
artificielle dans le génome viral créé, est disponible depuis 201798,99. En plus du gène de pointe modifié (des étapes 1 et 2) et du 
gène ORF1b (de l'étape 3), d'autres fragments couvrant le reste du génome seraient obtenus soit par amplification RT-PCR à partir 
du virus matrice, soit par synthèse d'ADN par suivant une séquence légèrement modifiée par rapport à celle du virus matrice. Nous 
pensons que cette dernière approche était plus probable car elle permettrait des changements de séquence introduits dans les 
régions variables de protéines moins conservées, dont le processus pourrait être facilement guidé par des alignements de 
séquences multiples. Les séquences d'acides aminés de fonctions plus conservées, telles que celle de la protéine E, pourraient 
avoir été laissées inchangées. Tous les fragments d'ADN seraient alors regroupés et transformés en levure, où la version ADNc du 
génome du SRAS-CoV-2 serait assemblée via une recombinaison assistée par transformation. Bien sûr, une méthode alternative 
de génétique inverse, dont l'une a été utilisée avec succès par le WIV dans le passé67, pourrait également être 
employée67,92-96,100. Bien que certaines approches antérieures de génétique inverse puissent laisser des sites de restriction où 
différents fragments seraient joints, ces traces seraient difficiles à détecter car le site exact de ligature peut se trouver n'importe où 
dans le génome d'environ 30 kb. Quoi qu'il en soit, une version ADNc du génome viral serait obtenue à partir de l'expérience de 


génétique inverse. 


Par la suite, la transcription in vitro utilisant l'ADNc comme matrice donnerait le génome de l'ARN viral, qui, lors de la transfection 


dans des cellules Vero E6, permettrait la production de virus vivants portant toutes les propriétés conçues. 


Étape 5 : Optimiser le virus pour sa forme physique et améliorer son affinité de liaison hACE2 in vivo (2,5 à 3 mois 


Le virus récupéré à l'étape 4 doit être adapté davantage en subissant l'expérience classique - passage en série chez des 
animaux de laboratoire101. Cette dernière étape validerait l'aptitude du virus et assurerait son adaptation orientée récepteur vers 
son hôte prévu, qui, selon les analyses ci-dessus, devrait être humain. 

Surtout, le RBM et le site de clivage de la furine, qui ont été introduits séparément dans la protéine Spike, seraient désormais 
optimisés ensemble comme une seule unité fonctionnelle. Parmi les différents modèles animaux disponibles (par exemple, les 
souris, les hamsters, les furets et les singes) pour les coronavirus, les souris transgéniques hACE2 (hACE2-souris) devraient être 
le choix le plus approprié et le plus pratique ici. Ce modèle animal a été établi lors de l'étude du SARS-CoV et est disponible au 


Jackson Laboratory depuis de nombreuses années102-104. 


La procédure de passage en série est simple. En bref, la souche virale sélectionnée à l'étape 4, un précurseur du SRAS-CoV-2, 
serait inoculée par voie intranasale à un groupe de souris hACE2 anesthésiées. 


Environ 2 à 3 jours après l'infection, le virus dans les poumons s'amplifie généralement jusqu'à un titre maximal. Les souris feraient 
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puis être sacrifié et les poumons homogénéisés. Habituellement, le surnageant de poumon de souris, qui porte la 
charge virale la plus élevée, serait utilisé pour extraire le virus candidat pour le prochain cycle de passage. Après 
environ 10 à 15 cycles de passage, l'affinité de liaison au hACE2, l'efficacité de l'infection et la létalité de la souche 
virale seraient suffisamment améliorées et le génome viral stabilisé101. Enfin, après une série d'expériences de 
caractérisation (par exemple, test de cinétique virale, test de réponse des anticorps, observation des symptômes et 
examen de la pathologie), le produit final, le SARS-CoV-2, serait obtenu, concluant l'ensemble du processus de 
création. À partir de ce moment, ce pathogène viral pourrait être amplifié (très probablement à l'aide de cellules Vero 
E6) et produit en routine. 


Il est à noter que, sur la base des travaux effectués sur le SARS-CoV, la souris hACE2, bien que adaptée a 
l'adaptation au SARS-CoV-2, n'est pas un bon modèle pour refléter la transmissibilité du virus et les symptômes 
cliniques associés chez l'homme. Nous pensons que ces scientifiques n'ont peut-être pas utilisé un modèle animal 
approprié (comme le hamster doré syrien) pour tester la transmissibilité du SRAS-CoV-2 avant l'épidémie de COVID-19. 
S'ils avaient fait cette expérience avec un modèle animal approprié, la nature hautement contagieuse du SRAS-CoV-2 
serait extrêmement évidente et, par conséquent, le SRAS-CoV-2 n'aurait pas été décrit comme "ne causant pas de 
transmission interhumaine" à le début de l'éclosion. 


Nous supposons également que l'adaptation extensive en laboratoire, qui est orientée vers une transmissibilité et 
une létalité accrues, a peut-être poussé le virus trop loin. En conséquence, le SRAS-CoV-2 pourrait avoir perdu la 
capacité d'atténuer à la fois la transmissibilité et la létalité lors de son adaptation actuelle dans la population humaine. 
Cette hypothèse est cohérente avec l'absence d'atténuation apparente du SRAS-CoV-2 jusqu'à présent malgré sa 
grande prévalence et avec l'observation qu'une variante prédominante récemment apparue ne montre qu'une 
transmissibilité améliorée105-108. 


Le passage en série est un processus rapide et intensif, où l'adaptation du virus est accélérée. 
Bien que destiné à imiter l'évolution naturelle, le passage en série est beaucoup plus limité dans le temps et à l'échelle. 
En conséquence, moins de mutations aléatoires seraient attendues dans les passages en série que dans l'évolution 
naturelle. Ceci est particulièrement vrai pour les protéines virales conservées, telles que la protéine E. Critique dans la 
réplication virale, la protéine E est un déterminant de la virulence et son ingénierie peut rendre le SARS-CoV-2 
atténué109-111 Par conséquent, au stade initial de l'assemblage, ces scientifiques auraient pu décider de conserver 
la séquence d'acides aminés de la protéine E inchangé par rapport à celui du ZC45/ZXC21. En raison de la nature 
conservée de la protéine E et des limites du passage en série, aucune mutation d'acide aminé ne s'est réellement 
produite, entraînant une identité de séquence de 100 % sur la protéine E entre le SARS-CoV-2 et ZC45/ZXC21. La 
même chose aurait pu arriver aux marques de clonage moléculaire (sites de restriction flanquant le RBM). Le passage 
en série, qui aurait dû partiellement naturaliser le génome du SRAS-CoV-2, n'aurait peut-être pas supprimé tous les 
signes de manipulation artificielle. 


3. Remarques finales 


De nombreuses questions restent sans réponse sur l'origine du SARS-CoV-2. D'éminents virologues ont impliqué 
dans une lettre de Nature Medicine qu'une fuite en laboratoire, bien qu'elle ne soit pas entièrement exclue, était peu 
probable et qu'aucun signe de manipulation génétique n'est présent dans le génome du SRAS-CoV-24 . Cependant, 
nous montrons ici que des preuves génétiques dans le gène de pointe du génome du SRAS-CoV-2 (sites de restriction 
flanquant le RBM ; codons rares en tandem utilisés au site de clivage de la furine inséré) existent et suggèrent que le 
génome du SRAS-CoV-2 devrait être le produit d'une manipulation génétique. De plus, les concepts éprouvés, les 
techniques bien établies, les connaissances et l'expertise sont tous en place pour la création pratique de ce nouveau 
coronavirus en peu de temps. 
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Les motifs mis a part, les faits suivants concernant le SRAS-CoV-2 sont bien étayés : 1. S'il 


s'agissait d'un produit de laboratoire, l'élément le plus critique dans sa création, le virus dorsal/modèle 
(ZC45/ZXC21), appartient a des laboratoires de recherche militaires. 

2. La séquence du génome du SRAS-CoV-2 a probablement subi une manipulation génétique, grace a laquelle le virus a acquis 
la capacité de cibler les humains avec une virulence et une infectiosité accrues. 

3. Les caractéristiques et les effets pathogènes du SRAS-CoV-2 sont sans précédent. Le virus est hautement transmissible, 
caché au début, ciblant plusieurs organes, séquelles peu claires, mortel et associé à divers symptômes et complications. 


4. Le SRAS-CoV-2 a provoqué une pandémie mondiale, faisant des centaines de milliers de morts et fermant 
vers le bas de l'économie mondiale. Il a un pouvoir destructeur comme aucun autre. 


À en juger par les preuves que nous et d'autres avons recueillies, nous pensons que la recherche de l'origine du SRAS-CoV-2 
devrait impliquer un audit indépendant des laboratoires WIV P4 et des laboratoires de leurs proches collaborateurs. Une telle 


enquête aurait dû avoir lieu il y a longtemps et ne devrait plus être retardée. 


On note également que dans la publication du virus chimérique SHC015-MA15 en 2015, l'attribution du financement de Zhengli 
Shi par le NIAID a été initialement omise. Il a été réintégré dans la publication en 2016 dans un corrigendum, peut-être après la 
réunion de janvier 2016 pour rétablir le financement des NIH pour la recherche sur le gain de fonction sur les virus. Il s'agit d'un 


comportement scientifique inhabituel, qui nécessite une explication. 


Ce qui n'est pas décrit en détail dans ce rapport, ce sont les diverses preuves indiquant que plusieurs coronavirus récemment 
publiés (RaTG1318, RmYN0230 et plusieurs coronavirus de pangolin27-29,31) sont très suspects et probablement frauduleux. Ces 
fabrications ne serviraient à rien d'autre qu'à tromper la communauté scientifique et le grand public afin que la véritable identité du 
SRAS-CoV-2 soit cachée. 

Bien que l'exclusion des détails de ces preuves ne modifie pas la conclusion du rapport actuel, nous pensons que ces détails 
fourniraient un soutien supplémentaire à notre affirmation selon laquelle le SRAS-CoV-2 est un virus amélioré en laboratoire et un 
produit de gain de- recherche de fonction. Un rapport de suivi axé sur ces preuves supplémentaires est en cours de préparation et 


sera soumis sous peu. 
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